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球毛壳菌及其产生的鞘氨醇对油菜根肿病
的室内生防作用

印　容　高慧娟　赵秀云

华中农业大学生命科学技术学院,武汉４３００７０

摘要　采用灌根接种法研究内生真菌球毛壳菌(Chaetomiumglobosum)对油菜根肿病的室内生防作用.结

果表明,灌根接种球毛壳菌孢子悬浮液后,油菜体内的过氧化物酶、多酚氧化酶、苯丙氨酸解氨酶的活性均明显

提高.球毛壳菌孢子悬浮液灌根接种油菜根部后,根肿病的发病率和病情指数均明显降低,对油菜根肿病的防

效为７６．８８％.通过极性梯度萃取、薄层层析和 HPLC从球毛壳菌发酵液中分离纯化活性物质,经质谱鉴定为

C１６鞘氨醇和植物鞘氨醇.鞘氨醇对根肿菌休眠孢子的萌发有明显的抑制作用,其 MIC值小于０．１μg/mL,表
明球毛壳菌防治油菜根肿病的机制为诱导系统抗性和次生代谢产物拮抗病原菌２种机制.
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　　油菜是中国的主要油料作物,油菜根肿病的病

原菌为芸薹根肿菌(Plasmodiophorabrassicae),是
一种全球性的土传植物病害,许多国家都有发生[１].
目前已在四川、贵州和云南趋于流行,并向安徽和湖

北等地扩展,且逐年加重,严重威胁着油菜可持续发

展.根肿菌主要危害寄主植物的根部,使根部薄壁

细胞增生膨大形成根瘤,阻碍根系吸收和传导水分

及营养物质.Wang等[２]分离的链霉菌 A３１６菌株

对根 肿 病 的 大 田 试 验 防 效 为 ６８．５％.Narisawa
等[３]分离得到２株内生真菌 HeteroconiumchaetＧ
ospira 和Phialocephalafortinii,可定殖于根系皮

层,施用后可减轻根肿病.Cheah等[４]筛选到３个

木霉菌株(TC３２,TC４５ 和 TC６３)和１个链霉菌菌

株S９９,均对十字花科根肿病具有良好的防效.贾

媛等[５]从大白菜根际土壤中分离到１株枯草芽孢杆

菌(Bacillussubtilis)XFＧ１,对根肿病有良好防效.
球毛壳菌 YＧ１１菌株是笔者所在课题组前期从

油菜 中 分 离 出 的 内 生 真 菌[６],属 于 子 囊 菌 亚 门

(Aseomyeotina)、核菌纲(Pyrenomyeetes)、球壳目

(Sphaeriales)、毛壳菌属(Chaetomiumspp．).本研

究探讨球毛壳菌对油菜根肿病的抗性,分离、纯化对

根肿菌具有抑制作用的活性物质,旨在为根肿病新

型生防菌剂的研制提供理论依据及技术支持.

1　材料与方法

1.1　材　料

球毛壳菌(Chaetomiumglobosum)YＧ１１菌株由

华中农业大学微生物农药工程中心分离并保存.根

肿菌由华中农业大学植物科技学院植物病理实验室

提供.华油杂１０号油菜种子购买于武汉联农种业

科技有限责任公司.
1.2　球毛壳菌对油菜防御酶活性的诱导

将油菜种子催芽后播种于营养钵中,油菜苗长

至６叶时,采用灌根法将球毛壳菌孢子悬浮液(２×
１０７个/mL)浇于植株根部,每棵苗浇２０mL.分别

于１、２、３、４、５、６d取油菜叶片,测定过氧化物酶

(POD)、多 酚 氧 化 酶 (PPO)、苯 丙 氨 酸 解 氨 酶

(PAL)的活性.对照用等量的清水灌根.
1.3　盆栽试验测定球毛壳菌对根肿病的防效

将油菜种子催芽后播种于营养钵中.分别在播

种后１５、３０和４５d,将球毛壳菌的孢子悬浮液(１０８

个/mL)浇灌于油菜的根部,每次每棵苗浇２０mL.
在播种后３０d,将２０mL根肿菌休眠孢子悬浮液

(２×１０７个/mL)浇灌于每棵植株根部.播种约６０d
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后参照文献[７]调查根肿病的病情,将只接种根肿菌

的油菜苗设为对照;每个处理３个重复,每个重复

１５株植株,统计球毛壳菌 对 油 菜 根 肿 病 的 防 治

效果.
发病率＝(发病株数/总株数)×１００％;

病情指数 ＝ ∑(各级病株数×相对级数值)/
(调查总株数×最高病级)×１００;

防治效果＝(对照组病情指数－处理组病情指数)/

对照组病情指数×１００％.

1.4　活性物质的分离纯化及鉴定

将球毛壳菌接种于PDA液体培养基,于２８℃、

２００r/min培养１０d后,过滤发酵液,滤液于８０００
r/min离心１５min,取上清液得到发酵滤液.发酵

滤液依次用石油醚、乙酸乙酯、氯仿和正丁醇等体积

萃取３次,收集萃取液.检测各萃取相以及萃余相

对根肿病菌休眠孢子萌发的抑制作用.
采用薄层层析(TLC)继续分离活性物质.用毛

细管吸取球毛壳菌的初提样品溶液点样,分别以石

油醚Ｇ乙酸乙酯(８∶２,７∶３,V/V)、氯仿Ｇ乙酸乙酯

(９∶１;８∶２,V/V)、氯仿Ｇ甲醇(９∶１;８∶２;７∶３,V/

V)为展开剂,使用碘蒸气熏蒸显色.
进一步采用 HPLC分离纯化活性物质.色谱

柱是C１８(２５０mm ×４．６mm),流动相采用乙腈∶
水(６０∶４０,V/V).将单个峰收集起来,浓缩后,测
定其对根肿菌休眠孢子萌发的抑制作用.根据测试

结果确定目标活性峰.收集对根肿菌休眠孢子的萌

发具有抑制作用的组分,通过 LCＧMS液质联用系

统进行质谱分析,测定活性物质的相对分子质量和

化学组成,采用 Meplin数据软件分析活性物质.
检测活性物质对根肿菌休眠孢子萌发的最小抑

制浓度(MIC值).将活性物质用无水乙醇依次稀

释至１０、８、６、４、２、１、０．５、０．１、０．０５μg/mL,测定不同

质量浓度活性物质对根肿菌休眠孢子萌发的抑制活

性,以无水乙醇为对照.
1.5　抗菌活性物质对根肿菌休眠孢子萌发的测定

分别取０．５mL(pH６．３)油菜根系分泌物、０．０５
mL(１０８个/mL)根肿菌休眠孢子和０．０５mL的活性

物质于灭菌的Eppendorf管,以加入无菌水为对照,
在２５℃且黑暗的条件下培养,５d后于光学显微镜

下观察休眠孢子的萌发.取１０μL处理后的休眠孢

子悬浮液,均匀涂抹于载玻片上,自然干燥后滴加

１％地衣红染液染色３min,然后用９５％的乙醇进行

冲洗以除去残余的染液,待其干燥后加１０％的甘油

作为浮载剂并盖上盖玻片进行观察,显微镜下未萌

发的休眠孢子为黑色,已萌发的休眠孢子不着色.
休眠孢子萌发率＝

处理后孢子萌发率－处理前孢子萌发率

休眠孢子萌发抑制率＝
(对照组孢子萌发率－处理组孢子萌发率)/

对照组孢子萌发率×１００％

2　结果与分析

2.1　球毛壳菌对油菜防御酶活性的影响

１)球毛壳菌对苯丙氨酸解氨酶的诱导作用.接

种球毛壳菌后,油菜体内PAL的活性变化见图１A.
球毛壳菌可诱导油菜的PAL活性升高.第３天,处

　∗表示不同处理间差异显著(P＜０．０５),∗∗表示不同处理间差异极显著(P＜０．０１);下同.∗indicatevaluessignificantdifference

fromcontrolsatP＜０．０５,∗∗indicatevaluesverysignificantdifferencefromcontrolatP＜０．０１;Thesameasfollows．

图１　球毛壳菌对油菜过氧化物酶苯丙氨酸解氨酶(A)、过氧化物酶(B)和多酚氧化酶(C)的影响

Fig．１　EffectofC．globosumonPAL(A),POD(B)andPPO(C)activityinrape

９５
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理组PAL活性显著高于对照组(P＜０．０５);第５天,
球毛壳菌诱导的PAL活性达到峰值,为对照的２．２
倍,与对照差异极显著(P＜０．０１).

２)球毛壳菌对过氧化物酶的诱导作用.油菜体

内POD的活性变化结果(图１B)表明,球毛壳菌可

诱导油菜的POD活性升高.从第１天开始,处理组

POD活性缓慢上升,活性略高于对照组.第３天,
处理组POD活性显著高于对照组(P＜０．０５);第５
天,球毛壳菌诱导的 POD 活性达到峰值为对照的

１．４倍(P＜０．０１).

３)球毛壳菌对多酚氧化酶(PPO)的诱导作用.
球毛壳菌接种油菜后,可显著诱导 PPO 活性升高

(图１C).第２天,处理组PPO 活性极显著高于对

照组(P＜０．０１);第３天活性下降;第４ 天处理组

PPO活性显著高于对照组(P＜０．０５).经球毛壳菌

处理后,PPO活性前４d均较对照高,５d后活性开

始下降.
2.2　球毛壳菌对根肿病的室内防治效果

球毛壳菌孢子悬浮液灌根接种油菜根部后,根
肿 病 的 发 病 率 和 病 情 指 数 都 极 显 著 低 于 对 照

(表１).根肿病发病率从７６．７４％降低到２０．００％,
根肿病的病情指数从４８．６６降低到１１．１１.球毛壳

菌对油菜根肿病的防效为７６．８８％.
表１　球毛壳菌对油菜根肿病的防治效果

Table１　ControlefficiencyofC．globosumagainstclubrootofrape

处理

Treatment
发病率/％

Diseaseincidence
病情指数

Severityindex
生物防效/％

Controlefficiency

球毛壳菌

C．globosum
２０．００∗∗ １１．１１∗∗ ７６．８８

对照 CK ７６．７４ ４８．６６

2.3　球毛壳菌的活性物质的分离与鉴定结果

１)活性物质的萃取.球毛壳菌的发酵滤液分别

采用石油醚、氯仿、乙酸乙酯及正丁醇进行逐步萃

取,取 各 萃 取 相 和 最 后 萃 余 水 相 进 行 抑 菌 试 验

(图２),发现发酵原液和氯仿相萃取液对根肿菌休

眠孢 子 萌 发 具 有 相 似 的 抑 制 率,抑 制 率 分 别 为

６１．２％和６２．５％.而石油醚萃取相、乙酸乙酯萃取

相、正丁醇萃取相以及萃余水相抑菌活性均较低.
说明球毛壳菌发酵液中的活性物质主要集中分配在

氯仿萃取相部分,判断其为小极性的物质.采用氯

仿萃取的方法能够方便快速地从发酵液中提取出活

性物质.

２)活性物质的薄层层析分离结果.当展开剂为

二氯甲烷 ∶ 甲醇(９∶１,V/V)、二氯甲烷 ∶ 甲醇

(８∶２,V/V)、二氯甲烷∶甲醇(７∶３,V/V)时,碘
蒸气显色性均只有１个黄色斑点,图３所用的展开

剂为二氯甲烷∶甲醇(８∶２,V/V).推测氯仿相物

质可能比较单一.碘蒸气显色的原理主要是碘蒸气

可以与有机化合物络合,显示棕黄色斑点,可用碘蒸

气显色的物质一般是含有双键、三键及芳环等大多

数化合物,故推测活性物质可能是含有双键、三键及

芳环等化合物.

　１．球毛壳菌发酵液;２．石油醚萃取相;３．氯仿萃取相;４．乙酸

乙酯 萃 取 相;５．正 丁 醇 萃 取 相;６．萃 余 水 相.１．Cultureof

C．globosum;２．Extractionphasebypetroleum benzin;３．ExＧ

tractionphasebychloroform;４．ExtractionphasebyethylaceＧ

tate;５．ExtractionphasebynＧbutylalcohol;６．Raffinatephase．

图２　球毛壳菌发酵液经不同溶剂萃取物的活性检测

Fig．２　DetectinginhibitionactivityofC．globosum
isolatedbydifferentsolvents

图３　氯仿相TLC展开及显色

Fig．３　TheTLCdevelopingandcoloration
ofchloroformlayer

　　３)活性物质 HPLC分析结果.对活性物质进

行 HPLC分析,在２．０min出现１个溶剂峰(图４中

峰１),后面只有１个主峰(图４中峰２),保留时间在

６．４min左右,其纯度可达到９６．２％(图４).对收集

的单峰进行活性测定,其对根肿菌休眠孢子萌发的

抑制率为５７．３１％.

０６
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图４　氯仿相的HPLC分析图

Fig．４　TheHPLCanalysisfigureofthesamplechloroformlayer

　　４)活性物质的质谱鉴定结果.在波长２１０nm
下进行检测,对活性物质进行质谱解析,发现活性组

分由２种化合物组成(图５).化合物１的阳离子

m/z 为 ２７４．２７５０,化 合 物 ２ 的 阳 离 子 m/z 为

３１８．３００８,经 meplin数据库检索和相关标准图谱的

对比分析,可以确定这２种物质均属于鞘氨醇类,化
合物１为C１６鞘氨醇,化合物２为植物鞘氨醇.C１６
鞘氨醇的化学式为C１６H３５NO２,相对分子质量为２７３,
匹 配 度 为 ９９．６５％;植 物 鞘 氨 醇 的 化 学 式 为

C１８H３９NO３,相对分子质量为３１７,匹配度为９８．９９％.

图５　活性物质的质谱图

Fig．５　MSspectrumofactivesubstances

　　５)MIC值测定结果.从图６可以看出,不同质

量浓度鞘氨醇对根肿菌休眠孢子的萌发均有抑制作

用,随着质量浓度升高,对根肿菌休眠孢子萌发的抑

制率也逐渐升高,质量浓度高于４μg/mL后,活性

增加不明显.鞘氨醇浓度低于０．１μg/mL时,对根

肿菌孢子的萌发无抑制作用.确定鞘氨醇的 MIC
值小于０．１μg/mL.

图６　鞘氨醇的MIC值

Fig．６　TheMICvalueofsphinganine

3　讨　论

苯丙氨酸解氨酶(PAL)、过氧化物酶(POD)和
多酚氧化酶(PPO)是与诱导植物系统抗性相关的３
种防御酶[８Ｇ９].在植物的抗病反应中,PAL是苯丙

烷代谢途径中的限速酶和关键酶,该代谢途径可产

生多种抗菌物质,LＧ苯丙氨酸能被催化形成反式肉

桂酸,调节次生代谢物产物(类黄酮、酚类物质、木质

素、植保素、花青素等)的形成,其活性高低可作为植

物抗病性强弱的重要生化指标[１０].PPO 可通过氧

化作用将植物体内的酚类物质转化为对病原菌有毒

害作用的醌类物质,从而抑制病原菌的入侵,提高抗

病能力[１１].POD可催化酚类物质的前体聚合为木

质素,而木质素是构成细胞壁的重要组成部分,
POD合成的加速有利于细胞壁的损伤修复,从而抵

挡病原物的入侵;此外,POD可清除细胞内的活性

氧,避免活性氧在植物体内的产生和积累[１１Ｇ１２].因

此,这３种酶通常作为衡量植物体内防卫反应的重

要指标.本研究结果表明:经球毛壳菌诱导处理后,
油菜体内的PAL、POD和PPO 等防御酶活性均比

对照组明显提高,表明球毛壳菌能诱导油菜产生抗

性,这也是其防治油菜根肿病的拮抗机制之一.
盆栽试验结果表明,球毛壳菌对根肿病的防效

为７６．８８％,证实球毛壳菌具有用于防治根肿病的潜

在价值.经 HPLC纯化和质谱分析后发现球毛壳

菌发酵液主要有２种活性物质,分别为C１６鞘氨醇
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和植物鞘氨醇.研究表明鞘氨醇在多种生物过程如

细胞增殖、分化、凋亡、受体功能、肿瘤发生等方面发

挥着非常重要的作用[１３].本研究中球毛壳菌可以

产生鞘氨醇类物质,可以抑制根肿病菌休眠孢子的

萌发.鞘氨醇对根肿菌休眠孢子萌发的 MIC值为

０．１μg/mL,对根肿菌具有较强的抑制作用.

参 考 文 献

[１]　ARIET,KOBAYASHIY,OKADA G,etal．ControlofsoilＧ

borneclubrootdiseaseofcruciferousplantsbyepoxydonfrom

Phomaglomerata[J]．Plantpathology,１９９８,４７(６):７４３Ｇ７４８．
[２]　WANGJ,HUANG Y,LINS,etal．AstrainofStreptomyces

griseoruberisolatedfromrhizosphericsoilofChinesecabbage

asantagonisttoPlasmodiophorabrassicae[J]．AnnalsofmiＧ

crobiology,２０１２,６２(１):２４７Ｇ２５３．
[３]　NARISAWAK,TOKUMASUS,HASHIBAT．Suppressionof

clubrootformationinChinesecabbagebytherootendophytic

fungus,Heteroconiumchaetospira[J]．Plantpathology,１９９８,

４７(２):２０６Ｇ２１０．
[４]　CHEAHLH,VEERAKONES,KENTG．Biologicalcontrolof

clubrootoncauliflowerwithTrichodermaandStreptomyces

spp．[J]．NewZealandplantprotectionsociety,２０００,５３:１８Ｇ２１．
[５]　贾媛,孙睿揆,吴毅歆,等．枯草芽孢杆菌 XFＧ１提取物对１１种

植物病原菌的抑制作用[J]．安徽农业大学学报,２０１１,３８(５):

７５３Ｇ７５６．
[６]　兰楠．利用天南星科凝集素构建内生工程真菌及其抗虫防病效

果研究[D]．武汉:华中农业大学,２０１０．
[７]　杨正茜．油菜根肿病发生动态与危害及其防治技术研究[D]．武

汉:华中农业大学,２０１４．
[８]　LEESO,CHOIGJ,CHOIYH,etal．IsolationandcharacterＧ

ization ofendophyticactinomycetesfrom Chinesecabbage

rootsasantagoniststoPlasmodiophorabrassicae[J]．Journal

ofmicrobiologyandbiotechnology,２００８,１８(１１):１７４１Ｇ１７４６．
[９]　YEDIDIAI,BENHAMOU N,CHETI．InductionofdefensereＧ

sponsesincucumberplants(CucumissativusL．)bythebiocontrol

agentTrichodermaharzianum[J]．AppliedandenvironmentalmiＧ

crobiology,１９９９,６５(３):１０６１Ｇ１０７０．
[１０]马桂珍,暴增海,刘云鹤,等．粘帚霉生防菌株发酵液对大豆幼

苗中几种防御酶活性的影响[J]．吉林农业大学学报,２００７,２９
(３):２６７Ｇ２７０．

[１１]CHEN C,BELANGER R R,BENHAMOU N,etal．Defense

enzymesinducedincucumberrootsbytreatmentwithplant

growthＧpromotingrhizobacteria(PGPR)andPythiumaphaniＧ

dermatum [J]．Physiologicaland molecularplantpathology,

２０００,５６(１):１３Ｇ２３．
[１２]周林,程萍,喻国辉,等．枯草芽孢杆菌TR２１对香蕉抗病相关酶

活的诱导作用 [J]．中国农学通报,２０１１,２７(２):１８５Ｇ１９０．
[１３]CHENGJ,PARKTS,CHIOLC,etal．Inductionofapoptosis

bysphingoidlongＧchainbasesinAspergillusnidulans[J]．MoＧ

lecularandcellularbiology,２００３,２３(１):１６３Ｇ１７７．

BiocontroleffectofChaetomiumglobosumandsphingosine
onPlasmodiaphorabrassicae

YINRong　GAO Huijuan　ZHAOXiuyun

CollegeofLifeScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThebiocontroleffectofendophyticfungiChaetomiumglobosumagainstrapeseedclubroot
wasstudiedinlaboratory．ResultsshowedthatafterirrigatingsporessuspensionofC．globosumaround
rapeseedroot,theactivitiesofperoxidase,polyphenoloxidaseandphenylalanineammonialyasewereall
obviouslyincreased．WhenthesporesuspensionofC．globosum wasinoculatedbyirrigationrapeseedrhiＧ
zospheresoil,thediseaseincidenceanddiseaseindexofrapeseedclubrootweresignificantlydecreased．
Thecontrolefficiencywas７６．８８％．TheactivecompoundswereisolatedandpurifiedfromC．globosum
culturebypolaritygradientextraction,thinlayerchromatographyand HPLC．Theactivesubstances
wereidentifiedasC１６sphingosineandphytosphingosineviaLCＧMS．Thesphingosineobviouslyinhibited
thegerminationofPlasmodiophorabrassicaerestingspores．MICvalueofsphingosinewaslowerthan
０．１μg/mL．TheantagonisticmechanismsofC．globosumtoP．brassicaewereconfirmedasinducedsysＧ
temicresistanceandsecondarymetabolites．

Keywords　rapeseedclubroot;Plasmodiophorabrassicae;Chaetomium globosum;sphingosine;
biocontrolmechanism
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